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Abstract of EP0530173 

Prions, viruses and other infectious agents which are present in biological or biogenic materials, e.g. in a plasma or 
serum from which albumin is obtained, are to be eliminated without affecting the biological material. To do this, the 
biological or biogenic material is treated, according to the invention, with a chaotropic reagent, e.g. with urea or 
sodium thiocyanate, for about 18 hours. Beforehand, a detergent, e.g. sodium lauryl sulphate, and methyl or ethyl 
alcohol can be added and the solution heated to about 70 DEG C for about 30 min. After cooling and acidifying the 
globulins can be separated off. 
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© Verfahren zur Inaktrvlerung von Prionen, 

© Es sollen Prionen, Vlren und andere infektiose Agentten. die In biologischen Oder biogenen 
Materlallen, z.B. In elnem Plasma Oder Serum, aus dem Albumin gewonnen wird, vorhanden slnd, 
eliminlert werden, ohne das blologlsche Material zu beeintrachtigen. Dazu wird das bidoglsche oder 
blogene MaterlaJ erflndungsgemaB mit einem chaotropen Reagena, z.B. mlt Harnstoff oder Nabiumthio- 
cyanat, etwa 18 Stunden behandelt Zuvor kann eln Detergens, z.B. NatriumlaurylsuHat, sowie methyl- 
oder Ethylalkohol zugeaetzt werden und die Lfisung etwa 30 min auf etwa 70°C erhitzt werden. Nach 
Abkuhlung und Anafiuem lassen sich die Globuline abtrennen. 



CO 



Jouve. 18, rue Salnt-Dente, 75001 PARIS 



PAGE 39/53 ■ RCVD AT 8/30/2004 5:54:10 PM [Eastern Daylight Time] * SVR:USPTO-EFXRF-1/4 " DNI8:8729308 " C8ID:91941 99354 * DURATION (mm-ss): 20-26 



8-30-04.; 5:52PM; I PTL 



; 9 1 94 1 99354 



# 40/ 53 



EP 0 530 173 A2 

Die vorliegertde Erf Indung betrtfft eln Verfahren zur InaktMerung von Prionen, VIren und anderen Infek- 
tlfisen Agentlen (z.B. Bakterien) In bloioglschen Oder blogenen Materiallen, Insbesondere In elnem als Aus- 
gangsmataria] fOr Albumin geelgneten Plasma oder Serum. 

Durch das Verfahren gemaS der vorJiegenden Erf indung sdlen also bei der Darstdlung von Proteinen, 
6 Insbesondere Serumalbuminen, eventueJ! vorhandene Prionen, Bakterien u. VIren zuverlassig inaktiviert war- 
den. 

Bel der Herstel lung von Proteinen aua tlerlechem (oder auch menschllchem) Material (at immer die Gefahr 
der Verunreinigung mit fnfektlfisen Partikeln gegeben. welche Im Ausgangsmaterlal zugegen waren. Ein tra- 
glsches Beispiel der jungsten Vergangenheft steUt die Infektion vieler Menschen mit HIV-Viren, den Erregern 
10 von AIDS, dar f welche durch die Verabrefchung von Blutderivaien an z. B. Bluter erfbJgte. Dies geschah vor 
allem vor der Errtdeckung des AIDS- Erregers; eeither erfolgt die Oberwachung der Bluts pander, dae soge- 
nannte'screenlng", und auSerdem suchen die Herstetler Verfahren, dieeventuell trotzdem im SpenderbJutauf- 
tretende HIV- VIren wflhrend der Relnigung der Serumprotelne und der Endkonfektlonlerung der Therapeutlka 
elimlnleren. 

15 Je mehr uber die Natur des Erregers einer Krankheit bekannt ist, desto leichter und schneller konnen Ver- 

fahren zu seiner Zerstorung entwickelt warden. Fur die (historisch gesehen) ersten infektiosen Partikel, die 
Bakterien, gibtes daherseit Jahrzehnten anerkannte Verfahren, die allesamtzum Stand der Tech nikgehdren 
<DampfsterilJsatlon, Trockensterlllsatlon, Pasteurisleren, Steril-Filtratlon, Ethylenoxld, StrahlungsinaktMe- 
rung, eta). 

20 Fur die Wen, elne we [tare Erregergruppe, die erst im 20. Jahrhundert entdeckt wurde, gibt es ebenfalls 

Verfahren zur Eliminierung, doch sind diese spezifischer auf die Art dea Erregers abzustimmen. Wahrend fur 
manchen Wen elne pH-Wert-Absenkung auf 4 zur vdlstfindigen Zerstorung genOgt, warden a ndere Arten erst 
durch organlsche LGsungsmlttel in hoher Konzentratlon Inaktlvlert 

Sett elnigen Jahren erscheint nun eine neue Gruppe von Krankheltserregern, die sogardas zentrale Dog- 

25 ma der Molekularblologle In Frage zu stellen schelnt, zunehmend in wissenschaft lichen Publikatlonen: die 
Prionen. manchmal auch als unkonventlonelle VIren oder "slow virus 0 bezeichnet. Ober ihre stoffliche Natur 
herrscht nocht Unelnigkelt: w3hrend eln Tell der Wissenschaf tier sie fur extrem kleine VIren, d . h. ein kleines 
StQck NuWefnsaure mit elnigen HQlIproteinen, halt, zleht eln zunehmend grd&erer Tell aus dem Fehlen des 
Nachweises Irgendeiner NuWelnsflure sowie aus vleten anderen Befiinden den revolutlonaren SchluR, daS es 

30 sich hiebei urn infektidses Protein ohne DNAoderRNAhandell. Dies ware der ereteWiderspruch zum Dogma, 
daft zur Vervlelf&ltlgung von infektldsen Partikeln Nuklebisduren (genetisches Material) notwendig sind. 

Herrscht Qberdle Natur der Prionen noch Unklarhett, so sind doch einige Krankhelten bekannt, die Men- 
schen Oder Here befallen und gegen die es kelne Behandlungsmfigllchkeiten gibt, die also Immer tddllch enden. 
Da es sich hiebei urn Infektlonskrankhelten handelt, deren Inkubationszeft bis zu 30 Jahre betragt, 1st das Un- 

36 behagen bei Forschern und Herstellern von Therapeutika sehr hoch, aber auch zunehmend beim Konsumen- 
ten: Elne dieser Krankhelten 1st nfimlich BSE (Bovine Sponglphorme Encephalopathies, die rStselhafte eng- 
Itsche Rinderseuche. Elne weltere, sehr ahnllche Krankheit 1st SCRAPIE bei Schaf und Zlege (viellelcht der 
Unsprung derjetzlgen BSE-Epidemle). 

Bei Menschen sind es KURU, eine Krankheit, die bei rituellen Kannlbalen in Papua-Neuguinea auftritt, das 

40 Jakob-Creutzfeldt Syndrom sowie das Gerstmann-Straussler Syndrom. Es bestehen Jedoch auffailende Ahn- 
lichkeiten mit der Alzheimer' schen Krankheit, und damit wflre der Krels der exotischen Krankhelten (mit Auf- 
trittswahrschelnllchkeitsn von 1:1 Million) verlassen. 

Es gibt Hinweise, da& BSE durch die VerfOtterung von Tlermehl aus Tierkflrperverwertungsanstalteri, die 
auch an Scrapie leidende Schafe entsorgten, in England epidemisch wurde. Leidergibt es auch eine Entspre- 

46 chung befm Menschen: bei der Hersteilung von menschllchem Wachstumshormon aus menschlichen Hypo- 
physen (aus ObdukttonsmaterlaJ) gelangten Erreger des Creutzfeldt-Jakob Syndroms in eine Charge elnes 
Herstellers; mehrere FalJe dieser Krankheit sind be re Its bei Empfa-ngern dieser Kormoncharge aufgetreten, 
und zwar bei Jugendlfchen, wiewohl ale sonst bei Menschen uber 50 auftritt 

Dies moge genugen, die potentielle Gefahrdung aufzuzeigen, die aus diesem neuen Formenkreis von 

so Krankheiten kommt. Erschwert wird die Beurteilung der Gefahrdung ebenso wie die Behandlung durch die go- 
ring e Kenntnis dieser neuen Erreger, der Prionen: es scheint, dali sie wenig oder keine Nukleinsaure besitzen 
und daa ihr Prton-Proteln von elnem Wirtsgen kodlert und s pater pathogen verSndert wlrd. AuBerdem verur- 
sachen Prionen kelne Immunantwort wie AntlkoVperbildung, was die Dlagnostik sehr erschwert. 

Versucht man nun, Prionen zu zeratflren, so erglbt sich ein weiteres Problem: sie sind extrem wlderstands- 

ss fahig gegen alle physikalischen und chemischen Methoden; blsher ist nur bekannt, daa sie durch Behandlung 
mit konzentrierten Mineralsauren oder Laugen, am besten bei hoher Tempera tur.durch Behandlung mit Hypo- 
chlorite Lauge oder durch Tempera turen von Qber 150°C elimlniert warden; es ist War, da& derart extreme Be- 
dlngungen jedes biologische Therapeutikum sofbrt zerstfiren oder zumindest unwirksam machen. 

2 
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Bisher wurde vereucht, daa Ausgangsmatertel aus Gegenden zu beziehen, in denen die oben erwahnten 
Seuchen bteher ntehtaufgetreten sind, urn prionfreies biologisches Material herzustellen. Bedenktman jedoch 
die extrem lange Inkubattonszeft von bis zu 30 Jahren, scheint diese Vorgangsweise sehr gefShrlich. Durch 
daa Screening des Ausgangsmaterials lassen slch Prlonen nlcht zuverlassig feststelien, well - wie bereits er- 

s wdhnt- keine Immunreaktlon auf tritt. Da der blologische Test (Injektion des fragllchen Materials in die Gehirne 
von Mausen, Warten auf pathoiog Isches Ver halten, Tod der Tiere, Bestatlgung durch mdekularblologische und 
hlstologische Befunde sowle durch neuerliche Injektion in Mausegerhlrne) ca. 14 Monate dauert und extrem 
aufwendlg 1st, signet er sich weder fur die Kontrolle des Ausgangsmaterials noch f Qr die ChargenQberprOfung 
fertiger Arzneim tttel, er kann nur zur Val idierung neuer Herstellungsverfah ren (nach Zusatz von Prlonen) die- 
to nen. Dies mu S u nter grdfcten Sicherh eitsvor kehrungen tn speziellen Labors geschehen, in denen auch die Ver- 
suchstlere gehalten und untersucht werden (P 3-Zonen). 

Es ist daher Aufgabe der vorliegenden Erf indung, ein Verfahren zu schaffen, das eventuell vorhandene 
Prlonen In blologischem oder biogenem Material zuverlassig eliminiert, ohne dieses Material zu zeret6ren t und 
das auch alie bekannten Gruppen von Viren zerstSrt 

16 Diese Aufgabe wind durch ein Verfahren der elngangs genannten Art erflndungsgemaa dadurch geldst, 
daa man dieses Material mit einem chaotropen Reagens mindestens 12, vorzugsweise 18 Stunden behandelt 
Ea wurde nam! ich lm Rahman der vorliegenden Erf indung Qberraschend gefunden, da& sich Prlonen durch 
eine langere Behandlung mft elnem chaotropen Reagens eiiminieren lassen, und zwar be! normaler Raum- 
temperatur (20 - 25°C). Durch eine derartige Behandlung werden blologische Materialien wle z. B. Albumins 

20 nlcht beeintrdchtigt. Auch Viren und Bakterien werden dadurch zuverlassig eliminiert. 

AIs chaotropes Reagens wird vorzugsweise Harnstoff in einer Konzentration von 6-8 molar, bezogen auf 
die Gesamtmenge, oder Natriumthiocyanat in einer Konzentration von 1 - 2 molar, bezogen auf die Gesamt- 
menge, eingesetzt. Es kann nach der Behandlung durch Dialyse, Diafiltratlon Oder 
Gelpermeatlonschromatographle entfernt werden. 

25 Urn dleZuverlfisslgkeit der Eliminierung derErregerzu erhdhen, wlrd bevorzugt, da&man das biologische 

oder biogene Material vor der Behandlung mit dem chaotropen Reagens - gegebenenfalls nach VerdOnnung 
mit pyrogenfreiem, sterilem Wasser - auf elnen pH-Wert von etwa 6,5 elnstell t und etwa 1 g/l eines Deterge ns, 
insbesondere eines anionischen Detergens, zusetzt. AIs Detergens kann ein Alkylsulfat oder ein Derlvat davon, 
vorzugsweise Natriumlaurytsulfat, und/oder ein Sarcosinat, vorzugsweise Natrium-(N-lauroylsareosiriat) und- 

30 /oder ein AJkylsulfonat oder ein Derlvat davon eingesetzt werden. Den pH-Wert stellt man zweckmasigerweise 
durch Zugabe verdflnnter Salzsaure ein. 

Vorzugsweise setzt man zusatzlich zu dem Detergens 8-10 Vol.-% Methyl- oder EthylalkohoJ zu. 
SchlieBllch Ist es gunstig, wenn man nach Zufugen des Detergens und gegebenenfalls des Methyl- oder 
Ethylalkohole das biologische oder biogene Material unter RGhren langsam auf etwa 70°C er hitzt und bei dieser 

35 Temperatur mindestens 1 5, vorzugsweise etwa 30 mln welter ruhrt, wonach man ea rasch abkuhlt, auf einen 
pH von 4 bis 4,2 ansfiuert und die ausgefallten Globuline abtrennt 

lm Rahmen der vorliegenden Erf indung wird Rinderserumalbumtn (BSA) als Belsplel gewahlt, well es In 
groOen Mengen verwendet wird, die Rohstoffquelle "Rind" durch BSE gefShrdet Ist und well au&erdem das 
menschliche Analogs, Humanes Serum Albumin (KSA), ein sehr wichtiges Therapeutikum ist Das Verfahren 

40 Ifi&t slch dlrekt ohne Abdnderung auf die HSA-Gewinnung ubertragen; auf artdere Proteine tierischen oder 
menschllchen Ursprungs kann es modiftelert werden. 

Das erfindungsgema&e Verfahren - angewendet auf BSA - kann wie fdgt zusammengefa&t werden: 
Das Plasma oder Serum, aus dem BSA oder HSAgewon nen wird, wird nach VerdOnnung mit Wasser, An- 
derung des pH-Wertes auf 6,5 und Zusatz von Ethyl- Oder Methylalkohoi bel einer Temperatur von 70°C 30 

46 mln lang In Gegenwart eines starken Tensidea, vorzugsweise Natriumlaurylsulfat (Dodecylsulfat Natriumsalz) 
oder eines Analogen, Natrlum-(N-lauroylsarcoslnat) oder von anderen Analogen geruhrt Danach wird rasch 
abgekOhlt, der pH auf 4,0 bis 4,2 eingestellt, die gefSllten Globuline werden entfernt und die Ware Losung wird 
neutral Islert Danach wird ein stark chaotropes Reagens in hoher Konzentration zugegeben, vorzugsweise 6 
, - 8 molarer Harnstoff oder 1-2 mo I a res Natriumthiocyanat, die Loaung 16 Stunden bel Raumtemperatur be- 

60 lassen und danach das Reagens entfernt, vorzugsweise durch Chromatographie, aber auch Dialyse oder Dia- 
filtratlon sind mfigllch. Die entsalzte Losung wlrd dann aufkonzentriert, eventuell mit Zusatzen versehen, und 
dann entweder sterllfBtriert und sterll abgefullt oder getrocknet, insbesondere durch Gefriertrocknung. Eine 
thermische Nachbehandlung der Losung ("Pasteurisieren" in Gegenwart von Stabilisatoren) oder des Pulvers 
(Dampf injektion) kann angeschlossen werden. 

66 Statt Serum Oder Plasma kann jedes andere Ausgangsmaterlal , in dem slch Albumin befindet, verwendet 

werden, etwa Placental blut, Fraktionen der Rasmafraktlonierung nach Cohn, etc 

Die Wirksamkeit wurde lm biologischen Modell durch Zugabe von Scrapie-Prionen zum Ausgangsplasma 
und Injektion der AlbuminlSsung in die Gehirne von Mausen nachgewiesen, sowle durch die Zugabe hoher 

3 
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KOnzentrationen konventioneller VIren wie Bovine Viral Diarrhoea (BVD), Infektiose Bovine Rhlnotracheitls 
(IBR), Parainfluenza 3, Maul- und Klauenseuche, Maedl-Vlana Virus und Parapox Virus das Schafes (ORF). 
Die so behandeiten Albuminlosungen waren autosterfl, was die Zerstorung von Bakterien beweist 
Im elnzelnen wurde dabel wie folgt vorgegangen: 
5 3 g getrocknetes Rinderplasma (entsp recti end 2 g Protein) wurden in 35 rrd destilliertem, sterilem Was- 

ser geidst 4 ml absolutiertes Ethanol wurden zugegeben. Der pH-Wert wurde mit verdflnnter Saizsaure auf 
6,5 elngestellt 45 mg (= 0,1 %) Natrlumlaurylsulfat (mlndestens 95 % rein) wurden aufgeiost Insgesamt er- 
gaben slch 44 ml Gesamtvoluman. 

Unterden notwendigen Slcherheltsvorkehrungen (P 3-Labor. Laminar Row Hood ...) wurden 225 uJ etnes 
10 20%lgen Scraple-Hlrn-Homogenlsates (Titer: 2.10° LD»/g) zugegeben und homogenisiert, Oder es wurden VI- 
ren zugegeben, deren Art und Konzentration in Tab. 1 angegeben eind. Die Losung wurde in eln Wasserbad 
mit 70°C geatellt; nach 10 min hatte der Inhalt ebenfalls 70°C, daraufhln wurde die Behandlung noch 30 min 
fortgesetzt. Nach jeweils 1 0 min wurde 1 min lang mittels MagnetrOhrergeruhrt Nach Ende der Inkubationszeit 
wurde die Probe auf Eis gesteilt und abgektlhit. Die kaite Losung wurde mit 200 uJ Saizsaure auf pH 4,2 ge- 
15 bracht und nochmaia homogenisiert 

Die Entfernung der gefdllten Globuline erfoigte bei 6000 Umdrehungen pro Minute (entepricht 4000 g) be! 
4°C wShrend 10 min. Der Mare Oberstand wurde durch Abdekantieren gewonnen; er war reine Rinderalbumin- 
Losung, Vdumen: 20,5 ml 

Dlese LOsung wurde durch Zugabe von 250 ul einer Natronlaugeldsung neutralisiert (pH 7,0). Danach wur- 
20 den 15 g Ha rnstoff zugegeben, wodurch slch das Vc lumen auf 30 ml vergroSerte, soda& sich eine Konzen- 
tration von 8 molar ergab. Diese Losung wurde 16 Stunden be! Raumtemperatur (21 °C) belaaaen. 

Zur Entfernung des Harnstof fes wurde das Verfahren der Gelpermeations-Chromatographie verwendet: 
15 g Sephadex G 50 (Fa. Pharmacia,Uppsala) wurden in 500 ml sterilem destilliertem Wasser erhitzt 
und Gber Nacht stehengejassen. Das gequollene Gel wflrde In eine Acryiglas-Sdule mit 5 cm Durchmesser 
25 und 30 cm Hone gefullt und mit sterilem destilliertem Wasser gewaschen (200 ml). Die FluGrate war 7,5 ml/min. 

30 ml der obigen Losung wurden aufaetragen, danach wurde mit 100 ml Wasser nachgewaschen; die Frak- 
tlonen wurden wie folgt verelnigt 50 + 40 ml. Danach war kein Protein mehr im Eluat feststellbar. Die 90 ml 
wurden r/ophilisiert und ergaben 0,7 g Rinderserum-Albumin. 

Alternate wurde der Harnstoff in einigen Experimenten mittels Dlaflitration In einem Amicon S-1 Modul, 
30 cut-off 10.000 d. entfernt Dabel wurde mit etwa 1000 ml dest Wasser cfiafiltriert und anschlieBend auf ca. 50 
ml aufkonzentriert, danach lyophlllslert Blologische Testung auf Scrapie/BSE: 

Dieses Albumin wurde In 3 ml phyalotogischer Kochsalzidsung gelost und in aliquoten Mengen von 20 |il 
Mausen In Jewells eine Hlrnhfilfte Injiziert Gesamtzahl der MSuse: 136. Die verwendeten Mause waren vom 
Stamm C57/B16. 

35 Ala Posit ivkontrolle diente eine VerdQnnungsreihe dee Scraple-lnoculuma (8. 0..2.10* LDso/g), 6 VerdOn- 

nungsstufen. AIs Negativkontrolle diente Rinderserumalbumln, das wie oben, jedoch ohne Scrapie-lnoculum 
hergestellt worden war. 

Alle Inokulationen erfolgten an jeweils 12Tleren, d. h. In 12facher Wiederhoiung. 
Ale Ergebnis zelgte slch, daft der Titer in der Posit ivkontrolle bestStigt warden konnte, wShrend weder in 
40 der Negativkontrolle noch in der Versuchsgruppe das Krankhe itsbUd oder Todesfalle auf traten. 
Biologische Testung im Fail der konventioneDen Wen: 

Das BSA wurde In Zellkulturmedium aufgeiost Dieses Medium diente a Is N3hrmedfum fOr SaugetierzeJ- 
len, welche fur das jeweilige Virus aJs Wlrtszeilen dlenen k5nnen (siehe Tabelle 1). 

Positive (Vlrusstammiosung) und negative (nur Medium) Versuche sowie Tests auf unspezlflsche 
45 Cytopathogenitat von Albumin vervollstandigten diese Tests. 

Die Abtotungsraten slnd in Tabelle 1 angegeben und waren in alien Fallen durch die Ausgangstiter be- 
grenzt 
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Tabelle 1 



Virus 



Ausgangskonz • 
TC1D 



Wirts- 
zelle 



BVD 1x10° 
staitm "Singer", pass* 9 

IBR l,8xl0 6 
Startm "ames". pass. 18 

PI 3 80 HTH units 

Starrm "Fneistadt" , pass. 78 

MRS 2 x 10 7 

O 1 BFS I860, pass. 5 



MW 

(ATCC-VR-779) 



1.2x10* 



ORF 2xl0 9 
(Dept. of Path. , Univ. Glasgow) 



WSCP 



PAL-6 



uberleb. Vixen 

0 
0 
0 
0 
0 



Abtatrate 

2,5x10* 
7 x 10 4 

1 x 10 6 
2,9xl0 6 
3,4xl0 6 



25 Die Aquivalenz von N-Lauroytsarcoslnat mft Laurytsuifat als Detergens bei der Darstellung von Albumin 

aus Plasma wurde in einem ahnlichen Versuch, jedoch ohne Zugabe von infektiosem Material gezeigt; die ge- 
messenen Parameter waren Ausbeute und Proteinreinhelt (bei belden Detergentien uber 98 %). 

Die Aquivalenz von Harnstoff und Natriumthiocyanat als chaotrope Reagenzien wurde bei der Behandlung 
von Ribonukl8oprotein-Partikeln von Influenzavlren (einem Modell fQr NiiMelnsSure-Protein-WechselwIrkun- 

30 gen) und bei der Aufhebung von Aff initstabindungen, wie z. B. bei Gelatln-Rbronectin, erprobt und nachge- 
wlesen. 
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Paten tansprucha 

1. Verfahren zur InaktMerung von Prionen, Viren und anderen Enfektlflsen Agentten in bloJoglschen oder bto- 
genen Materialien, inabeaondere in einem ala AusgangsmateriaJ fQr Albumin geelgneten Plasma oder Se- 
rum, dadurch gekennzelchnet, daft man dieses Material mit einem chaotrope n Reagens mindeatens 12, 
vorzugswal8a 18 Stunden behandelt 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, da& ala chaotropea Reagena Harnstoff in einer 
Konzentration von 6-8 molar, bezogen auf die Gesamtmenge, eingasetzt wlrd. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft aJs chaotropea Reagena Natriumthiocyanat 
In elnar Konzentration von 1- 2 molar, bezogen auf die Gesamtmenge, eingesetzt wlrd. 

4w Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dad das chaotrope Reagena nach 
der Behandlung durch Dialyse, Diaf iltration oder Gelperrneationschromatographie entfernt wlrd. 



5. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daft man das blofogische oder 
blogene Material vor der Behandlung mit dem chaotropen Reagens - gegebenenfalls nach VerdQnnung 
mit pyrogenfrelem, sterilem Waaserauf elnen pH-Wert von etwa 6,5 elnstellt und etwa 1 gfl einea Deter- 
gens, inabesondere eines an ionise hen Detergens, zusetzt 

& Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daft man als Detergens ein A! kylsulfat oder ein De- 
rivat davon, vorzugsweise Natriumlaurylsulfat, und/oder ein Sarcoslnat, vorzugsweise Natrium-(N-lau- 
roylsarcosinat) und/oder ein Alkytautfonat oder ein Derrvat davon einsetzt 

7. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, dad man den pH-Wert durch Zugabe ver- 

5 
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dOnnter Salzsaure elnstellt. 



10 



15 



20 



Verfahreti nach einem der AnsprQche 5 bis 7, dadurch gekennzeichnet, da& man zusatzllch zu dem De- 
tergens 8-10 Vol.-% Methyl- cxler Ethylalkohol zusetzt. 

Verfahren nach einem der Anspruche 5 bis 8, dadurch gekennzelchnet daft man nach Zufugen des De- 
terge ns und gegebenenfalls des Methyl- oder Ethylalkohols das blologfsche oder blogene Material unter 
RDhren langsam auf etwa 70°C erhltzt und bei dieser Temperatur mind estens 15, vorzugsweise etwa 30 
mJn welter rOhrt, wonach man es rasch abkQhlt, auf elnen pH von 4 bis 4,2 ansauert und die ausgefaliten 
Globulin© abtrennt 



30 



35 



40 



46 
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